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Lactobacillus sp. son bacterias acido lácticas que forman parte de la microbiota intestinal. 
Estos, son conocidos por su alto potencial probiótico y su desempeño en cuanto a la 
colonización intestinal. Existen determinados factores evolutivos del microrganismo, tanto a 
nivel genotípico como fenotípico que desarrollan o inhiben su capacidad de colonización 
intestinal tras ser cultivados in vitro en medios artificiales y en condiciones diferentes a las 
del intestino. Mediante técnicas moleculares como Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR), Genotipificación y Secuenciamiento de ADN, se evidencia las características 
genotípicas de Lactobacillus sp. wildtype extraídos de la microbiota de ratones CD-1 versus 
Lactobacillus sp. cultivados in vitro. Este estudio demuestra la rápida adaptación de 
Lactobacillus sp. a un nuevo nicho (medio artificial) dando lugar a un nuevo ecotipo de 
Lactobacillus sp. y demostrando la diferencia en cuanto a la viabilidad de crecimiento de los 
microorganismos dentro de un hábitat bajo condiciones óptimas versus un organismo 
adaptado a sobrevivir en un hábitat de mayor hostilidad. Este es un estudio piloto para 
comprender la viabilidad que posiblemente poseen los probióticos cultivados en medios 
artificiales y al ser introducidos en un nicho al cual no están adaptados, bajo condiciones de 
alta competitividad de espacio, nutrientes, antibióticos, etc., que inhiben el potencial 
adquirido en medios artificiales. 
 
 
Palabras clave: Lactobacillus sp., Lactobacillus johnsonii, Evolución, Ecotipo, Probióticos, 
MRS Agar, Rifampicina, Cámara de Petroff Hausser, Reacción en Cadena de la Polimerasa 





Lactobacillus sp. are lactic acid bacteria, part of the intestinal microbiota. These are known 
for their high probiotic potential and performance in intestinal colonization. There are certain 
evolutionary factors of the microorganism at the genotypic and phenotypic levels that 
develop or inhibit their capacity for intestinal colonization after being cultured in vitro in 
artificial media and in conditions different from those of the intestine. Using molecular 
techniques such as Polymerase Chain Reaction (PCR), Genotyping and DNA Sequencing, the 
genotypic characteristics of Lactobacillus sp. wildtype extracted from the CD-1 mouse 
microbiota versus Lactobacillus sp. cultured in vitro. This study demonstrates the rapid 
adaptation of Lactobacillus sp. to a new niche (artificial medium) giving rise to a new 
ecotype of Lactobacillus sp. and showing the difference in the viability of growth of 
microorganisms within a habitat under optimum conditions versus an organism adapted to 
survive in a more hostile habitat. This is a pilot study to understand the potential viability of 
probiotics grown in artificial media and when they are introduced into a new niche where 
they are not adapted, under conditions of high competitiveness of space, nutrients, antibiotics, 
etc., the potential acquired in artificial means would be inhibit. 
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1. INTRODUCCIÓN  
1.1. Lactobacillus sp. 
 
 El género Lactobacillus es un grupo de bacterias ácido lácticas, Gram-positivas, no 
poseen la enzima catalasa y por tanto no pueden desdoblar el peróxido de hidrógeno (H2O2) en 
oxígeno y agua. Presentan un proceso fermentativo de carbohidratos que genera como principal 
metabolito lactato (Amund et al, 2016). Estas bacterias anaerobias facultativas, no son 
productoras de esporas, en su gran mayoría son móviles, su morfología microscópica es en 
forma de varilla, aunque se pueden encontrar también a modo de cocobacilos. Su disposición 
en cuanto a organización es en cadenas (Pot et al, 2014). 
 
 Su rango térmico en función de su capacidad óptima de crecimiento es de 30 a 40 °C, 
mientras que su pH puede encontrarse entre valores de 5.5 a 6.2. Sus requerimientos 
nutricionales son bastante complejos: cantidades y presencia específica de aminoácidos, 
vitaminas, sales o ácidos grasos. Además, poseen una mayor prevalencia en ecosistemas donde 
existe una alta concentración de carbohidratos. Se los puede encontrar en la microbiota normal 
de la boca, en el tracto gastrointestinal y en órganos genitales de humanos y animales (Salvetii 




 El tracto gastrointestinal constituye uno de los ecosistemas microbianos con mayor 
diversidad donde los microorganismos asociados desempeñan roles de protección frente a 
invasión por parte de aquellos que son considerados patógenos. De la misma manera, la 
microbiota intestinal crea mecanismos que promueven las actividades metabólicas como la 
recuperación de energía y nutrientes. En base a este conocimiento se sugiere que el aumento 
de la microbiota intestinal mediante alimentos enriquecidos con probióticos (bacterias ácido 
lácticas con características similares a la gastro-intestinales) generan una mayor protección de 
la mucosa intestinal (Ink et al, 2016).  
 
 Se denominan probióticos a aquellos microorganismos que cuando han sido 
administrados a un hospedador en una cantidad adecuada, pueden conferir o brindar beneficios 
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para la salud de este a través de diferentes mecanismos de acción tales como la mejora de la 
barrera intestinal que tiene características defensivas (Toyama, 2010). Un probiótico ha 
cumplido con su propósito cuando ha sido capaz de adherirse a la mucosa intestinal, sin 
embargo, en la actualidad no se ha podido demostrar que estos microorganismos sean viables 
en el intestino o que logren colonizar el mismo durante largos periodos de tiempo. Además, 
están involucrados en la modulación inmunológica mediante la regulación de los perfiles de 
citoquinas para que desencadenen una respuesta tolerogénica ante la microbiota comensal, o 
en su defecto una respuesta proinflamatoria ante la presencia de microbiota patogénica. 
Finalmente se piensa que los probióticos, son capaces de mejorar la eficiencia metabólica a 
través de la modificación de la actividad enzimática de proteínas intraluminales (Hernández et 
al., 2015). 
  
 La presencia de consorcios microbianos con características probióticas no afecta a la 
proporción de bacterias presentes dentro de la microbiota intestinal, ni a las especies presentes 
en la misma. Sin embargo, existen datos que indican que la presencia de probióticos puede 
afectar significativamente a la expresión metabólica de enzimas extra celulares y las 
implicaciones y afectaciones se dan directamente en el desdoblamiento de carbohidratos para 
el metabolismo microbiano o la absorción del huésped (McNulty et al., 2011) 
 
1.3. Taxonomía y filogenia  
 
       El 16S rRNA es uno de los genes más conservados a nivel celular bacteriano, el cual 
permite identificar la similitud de secuencias de ADN entre organismos relacionados. Debido 
a estas características del gen, se lo utiliza con frecuencia para determinar taxonomía, filogenia 
(relaciones evolutivas) y para estimar rangos de divergencia entre especies bacterianas (Janda 
et al., 2007). 
       Durante los últimos años, un alto número de genomas de bacterias ácido lácticas han sido 
secuenciados y la disponibilidad de información genética de las mismas ha aumentado 
notablemente. De esta manera se ha logrado mejorar la comprensión de procesos fisiológicos 
de las mismas y adaptación a nichos ecológicos para su colonización, así como la historia 
evolutiva de estas bacterias (Pot et al., 2014). 
        Las bacterias también presentan ventajas en el estudio de procesos evolutivos en 
comparación con organismos multicelulares que se basa en la relativa simplicidad de su 
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genoma, altas tasas de replicación y la disponibilidad de datos altamente consistentes de su 
información genética. De esta manera se puede estudiar la adaptación evolutiva que poseen los 
microorganismos para crecer en diferentes ecosistemas y adaptarse a innumerables nichos 
ecológicos (Pot et al, 2014). 
 
       Actualmente, existen un sinnúmero de técnicas moleculares que permiten una 
caracterización precisa de un microorganismo secuenciamiento de genes tales como: 
Multilocus Sequence Typing (MLST), 16S rRNA y 23S rRNA, gel de electroforesis de campo 
pulsado (PFGE) (Sunil, 2016). 
 
       A lo largo del tiempo los avances tecnológicos han generado una preferencia por el uso de 
métodos moleculares sobre los métodos clásicos y convencionales que han sido utilizados 
durante la historia en base a la fisiología y pruebas bioquímicas que se esperan en base a un 
determinado género o especie. El tiempo o la efectividad de identificación son grandes 
enemigos al momento de realizar una correcta identificación del microorganismo (Pot et al, 
2014). 
      En investigaciones previas se han realizado comparaciones entre métodos moleculares y 
fenotípicos para la identificación de bacterias ácido lácticas y muestran que en base a esta 
última, un análisis en base a fermentación de azúcares puede llegar a ser bastante incierto y 
subjetivo dada la alta tasa de microorganismos que son capaces de variar en su metabolismo 
con pocos cambios en su genoma. El análisis del gen 16S rRNA es útil para determinar especie, 
pero es insuficiente para determinar clonalidad debido a que es demasiado conservado. La 
naturaleza conservada y la presencia universal de la secuencia del gen 16S rRNA, ha mostrado 
propiedades tales que ha permitido análisis de reloj molecular y al aplicarse dentro de estudios 
filogenéticos de especies (Sunil, 2016). 
El análisis del contenido de ADN es altamente recomendable para la descripción de nuevas 
especies de Lactobacillus, donde su contenido de G-C no debe ser mayor al 50%, además la 
variación de esta relación no debe ser mayor al 5% dentro de una especie; y no mayor al 10% 





Los protocolos de genotipificación se basan en secuencias (de nucleótidos) completas o 
parciales de genes, los cuales son utilizados para diferenciar e identificar diferentes aislados de 
una misma especie microbiana. En los últimos años esta técnica se la ha desarrollado con el fin 
de entender y visualizar la evolución existente en una determinada bacteria (Tong et al, 2014).  
 
El fundamento teórico de la técnica y su aplicación a estudios evolutivos tiene sus 
restricciones, sobretodo en grupos bacterianos recientes donde la variación genética es mínima 
(Tong et al, 2014). Dentro del análisis de árboles filogenéticos, la alineación de las secuencias 
de ADN de genes de cepas analizadas se las puede realizar a través de programas 
bioinformáticas (Claesson et al, 2006). Es importante mencionar que a la fecha casi ningún 
esquema debidamente estandarizado para MLST se encuentra disponible para Lactobacillus. 
Sin embargo, para Lactobacillus salivarium un esquema compuesto de cinco genes está 
disponible en PubMed (Pot et al, 2014). 
 
2.  JUSTIFICACIÓN 
La adaptación de los organismos a nuevos nichos ha sido un tema de mucho interés, ya 
que, por un lado, la adaptabilidad de organismos a nuevos nichos puede causar una pérdida de 
adaptación al nicho original de este organismo (Elena y Sanjuán,2017) y por otro lado, la 
adquisición de esta capacidad en microorganismos ambientales puede representar un riesgo 
dentro de ambientes hospitalarios, debido a la adaptación de estas bacterias a tejidos humanos. 
El presente estudio tiene la finalidad de documentar la evolución de una mayor aptitud a 
crecimiento en medio artificial de una bacteria de la microbiota intestinal de un ratón.  
 
3. ÁREA DE ESTUDIO 
El presente proyecto de titulación se llevó a cabo en el Instituto de Microbiología de la 
Universidad San Francisco de Quito, Laboratorio de Bacteriología, Colegio de Ciencias 
Biológicas Ambientales, Cumbaya, Ecuador.; desde de junio de 2016 a junio de 2017. 
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Las cepas de Lactobacillus sp. utilizadas en el presente estudio, se aislaron a partir de 
intestino delgado un ratón CD-1. 
La genotipificación, así como la secuenciación de ADN se realizó por medio de le empresa 
Functional Biosciences (USA). 
 
4. OBJETIVOS 
4.1. Objetivo general 
 
Identificar cambios evolutivos fenotípicos y genotípicos de Lactobacillus sp. intestinales 
cuando son cultivados en medios artificiales.  
 
4.2. Objetivos específicos 
 
• Aislar e identificar por microscopia cepas de Lactobacillus sp. extraídas de intestino de 
ratón CD-1.  
• Seleccionar mutantes resistentes a la rifampicina. 
• Identificar especie de Lactobacillus sp. genotípicamente por medio de técnicas 
moleculares. 
• Realizar 150 pases en medio artificiales de las cepas intestinales y luego verificar el 
grupo clonal mediante métodos moleculares. 
• Comparar la capacidad de replicación de las cepas de Lactobacillus sp. antes y después 








5.  MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 
5.1. Obtención de Lactobacillus sp. del Intestino de Ratón CD-1 
• Ratón CD-1 
• Kit de disección  
• Cloroformo 
• Alcohol al 90%  
• Caldo MRS Broth 
• Agar MRS 
• Caja hermética 
• Jarra GasPack 
• Incubadora 
 
5.2. Identificación de cepas de Lactobacillus sp.  
• Agar MRS 
• Kit de Tinción Gram 
• Microscopio óptico 
• Aceite de inmersión 
• Incubadora 
• Peróxido de hidrógeno 
• Test de oxidasa 
 




• Agar MRS 
• Caldo MRS 
• Tubos  
• Hisopos 
• Kit de Tinción Gram 
• Peróxido de hidrógeno 
• Test de oxidasa 
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• Tubos crio 
• Incubadora 
 




• Agar MRS 
• Caldo MRS 
• Tubos  
• Hisopos 
• Kit de Tinción Gram 
• Peróxido de hidrógeno 
• Test de oxidasa 




• Agar MRS 
• Disco de rifampicina (5µg) 
• Solución McFarland 0,5 
 
5.6. Siembra y pases diarios de mutantes (RR) en caldo MRS 
• Caldo MRS 
• Puntas estériles 
• Puntas 100-1000ul 
• Micropipeta 
• Agar MRS 
• Solución de Rifampcina 
• Kit de Tinción Gram 
• Peróxido de hidrógeno 
• Test de oxidasa 





5.7. Criopreservación de cepas  
• Tubos crio 
• Agar MRS 
• Solución de rifampicina 
• BHI  
• Glicerol 
• Palillos estériles 
• Ultracongelador (-80°C) 
 
5.8. Extracción de ADN bacteriano por DNAzol 
• Agar MRS 
• NanoDrop 
• PBS 1X 
• Microtubos Eppendorf 
• Centrífuga 
• Caldo MRS 
• DNAzol 
• Alcohol (100%) 
• Etanol 75% 
• Agua de PCR 
 
5.9. PCR para gen 16S rRNA 
• Primers EubB (27F) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
• Primer (1492R) GGTTACCTTTTACGACTT 
• Buffer MgCl2  
• dNTPs (10mM) 
• Taq Polimerasa 
• Agua PCR 




• Bromuro de etidio 
• TBE 1X 
• Cámara de electroforesis 
 





5.11. Genotipificación del gen más variable de Lactobacillus sp 
 
• Primer F TAATGCCAATCTTTGAACTG 
• Primer R GGATGCACTAGATAAAGA 
• Buffer MgCl2  
• dNTPs (10mM) 
• Taq Polimerasa 
• Agua PCR 
• Termociclador BioRad nuevo 
• Agarosa 
• Bromuro de etidio 
• TBE 1X 
• Cámara de electroforesis 
 
5.12. Ensayo de crecimiento individual 
• Agar MRS 
• Caldo MRS 
• Asas de vidrio 
• Alcohol al 96% 
• Cámara Petroff-Hauser 





5.13. Ensayo de competencia: Cepa wildtype (RS) vs. Cepa inicial mutante (RR) 
• Agar MRS 
• Caldo MRS 
• Solución de rifampicina 
• Alcohol al 90% 
• Asas de vidrio 
 
5.14. Ensayo de competencia: Cepa wildtype (RS) vs. Cepa final mutante (RR) 
• Agar MRS 
• Caldo MRS 
• Solución de rifampicina 
• Alcohol al 90% 
• Asas de vidrio 
 





6.1.  Obtención de Lactobacillus sp. del Intestino de Ratón CD-1  
 
Para dar inicio al estudio se solicitó al Departamento PROPAD del INSPI la adquisición 
de un ratón de laboratorio CD-1, la cual se realizó con un mes de anticipación. En el bioterio 
se procedió a colocar al ratón en una caja que contenía un papel empapado con cloroformo para 
sacrificar al ratón. Posterior a esto, se colocó al ratón en una bandeja, se limpió su abdomen 
con alcohol al 90%, además de esto, el kit de disección y pinzas también fueron esterilizados 
con alcohol al 90%. Una vez estériles se cortó la piel del abdomen del ratón de manera vertical; 
cortada la piel externa se esterilizó nuevamente el kit con alcohol al 90% y se flameó para 
cortar el tejido envolvente de los órganos. Se identificó la posición del estómago e intestino 
delgado al cual se lo realizó un corte de 1 cm y se lo colocó en un tubo con 1 ml de caldo MRS 
(Anexo 1) El tubo fue incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. Posterior a esto se 
realizó un pase con hisopos a dos cajas Petri con agar MRS (Anexo 2): una caja fue estriada 
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con una porción de intestino delgado mientras que la otra con muestra del caldo. Estas cajas se 
incubaron en una jarra GasPack con una vela en su interior para generar un ambiente 
microaerofílico con CO2 en su interior durante 5 días a 37°C en la incubadora #6 del Instituto 
de Microbiología. Los restos orgánicos del ratón diseccionado se eliminaron dentro del grupo 
de desechos infecciosos para un correcto tratamiento de los mismos. 
6.2. Identificación de cepas de Lactobacillus sp.  
 
Una vez que existieron colonias aisladas en cada una de las cajas Petri anteriormente 
sembradas, se procedió a realizar tinción Gram (Anexo 3) para la identificación de la 
morfología microscópica de cada colonia. Se aisló dos colonias de cada caja que tengan las 
características de ser bacilos Gram positivos, a las cuales se las sembró en agar MRS por 24h 
a 37°C en condiciones anaeróbicas. Una vez que existió crecimiento se confirmó su morfología 
microscópica, se complementó con pruebas bioquímicas: catalasa y oxidasa, y se almacenaron 
en congelación (Protocolo de criopreservación véase punto 6.7). 
 
6.3. Obtención de cepas mutantes resistentes a Rifampicina de Lactobacillus sp.  
 
Las cepas confirmadas fueron sembradas en caldo MRS por 24h a 37°C en condiciones 
anaeróbicas. Luego de este tiempo, se colocó 10 ml de caldo con rifampicina (hasta alcanzar 
100 µg/ml). Se agitó levemente los tubos y se los incubó a las condiciones anteriormente 
mencionadas. 
Posteriormente se preparó cajas Petri con agar MRS con rifampicina (100 µg/ml) y se 
sembró a modo de antibiograma (hisopado tipo césped). Estas cajas fueron incubadas por 24h 
a 37°C con la finalidad de seleccionar mutantes. 
Aquellas que presentaron crecimiento en las cajas con antibiótico, se les realizó tinción 
Gram y pruebas bioquímicas (catalasa y oxidasa) para confirmar su género bacteriano. Las 
cepas confirmadas como Lactobacillus sp. se criopreservaron. 
 
6.4. Ensayo de competencia: Lactobacillus sp (RR) vs. Wildtype 
 
Una vez obtenidas las bacterias wildtype como también las bacterias mutantes resistentes 
a rifampicina (RR), se realizó un ensayo de competencia en caldo MRS con rifampicina (100 
ug/ml), para después cultivarlas en agar con antibiótico y sin antibiótico y realizar un conteo 
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de cada una de las cajas respectivamente e identificar el número de colonias wildtype y 
mutantes resistentes a rifampicina. Para este ensayo, se utilizó la misma cantidad de células 
bacterianas tanto wildtype como mutantes resistentes a rifampicina, considerando una misma 
concentración inicial de bacterias mediante una escala McFarland 0.5 con solución salina 
(0.9%). 
En 20 ml de caldo MRS se vertieron 2 ml de solución McFarland 0.5 tanto de bacterias 
wildtype como mutantes (RR). Se incubaron por 24h a 37°C en condiciones anaeróbicas. 
Posterior a esto se realizó una siembra en extensión en placa tomando 100 µl del caldo y 
sembrándola en agar MRS con rifampicina (100 µg/ml) y en otra caja sin antibiótico con el 
motivo de asegurar la viabilidad de las células y que exista una proporción 1:1 de ambos tipos 
de bacterias (resistentes y no resistentes al antibiótico). 
Las cepas que compitieron entre sí y presentaron una relación de crecimiento 1:1 al ser 
cultivadas en agar, fueron seleccionadas para continuar con la fase experimental del proyecto; 
así mismo estas fueron criopreservadas (cepas iniciales mutantes). A las cepas mutantes (RR) 
se les realizó antibiogramas mediante el método de Kirby-Bauer. El medio de cultivo a 
utilizarse fue MRS y el disco de rifampicina a una concentración de 5 microgramos Para la 
siembra en el medio se realizó una solución McFarland 0.5. 
 
6.5. Siembra y pases diarios de mutantes (RR) en caldo MRS 
 
Se preparó tubos de capacidad de 100 ml con 20 ml de caldo MRS y con un hisopo se 
seleccionó una colonia de cada cepa mutante, se inoculó individualmente por separado y se 
incubó por 24h en condiciones anaeróbicas a 37°C. Diariamente se procedió a tomar 200 µl de 
caldo cultivado y se realizaron pases a caldo MRS estéril. Se incubó bajo las condiciones antes 
mencionadas. Al finalizar cada semana se cultivó el contenido de los caldos en agar MRS + 
rifampicina (100 µg/ml) para realizar a las colonias tinción GRAM y pruebas bioquímicas para 
verificar que sean Lactobacillus sp y que mantengan su resistencia a rifampicina, 
Estas cepas fueron criopreservadas semanalmente hasta llegar al pase número 150. 
 
6.6. Criopreservación de cepas  
 
La criopreservación de cepas se realizó partiendo de un cultivo de las bacterias en tubos 
con agar MRS + rifampicina (100 µg/ml) en pico de flauta, a las colonias visibles en los tubos 
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se agregó 1.500 µl de BHI + glicerol (20%) y con la ayuda de un palillo se despegaron las 
colonias del agar y estas quedaron suspendidas en la solución y se trasladó el contenido a tubos 
de crioconservación debidamente rotulados y colocados en un ultracongelador a -80°C. 
 
6.7. Extracción de ADN bacteriano por DNAzol 
 
Se cultivó en agar MRS + rifampicina las cepas de Lactobacillus crio-preservadas: tipo 
salvaje, mutantes iniciales y finales para que se encuentren en fase logarítmica luego de 24 h 
de incubación a 37°C y condiciones anaeróbicas. El protocolo se detalla en el Anexo 5. 
Posteriormente, se midió la concentración de ADN de las muestras amplificadas mediante el 
equipo NanoDrop Thermo Scientific, para verificar que la extracción fue correctamente 
realizada. 
6.8. PCR para gen 16S rRNA 
 
Se consideró el número de reacciones a prepararse en función del número de muestras 
obtenidas donde se incluyó un control positivo (ADN de Salmonella sp.) y uno negativo (sin 
ADN). Se utilizaron los primers EubB (27F) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG y (1492R) 
GGTTACCTTGTTACGACTT. Las concentraciones de reactivos para la PCR por reacción, 
considerando un volumen final de 10 µl, se detallan en el Anexo 6.  
La programación del termociclador para el gen 16S rRNA se detalla en el Anexo 7, con un 
tiempo estimado de 3h15min de duración.  
Para la electroforesis se elaboró un gel de agarosa al 1.5%, con 1 µl de Bromuro de Etidio y se 
programó el equipo a 80 V, 200 mÅ durante 45 minutos. 
 
6.9. Secuenciamiento de ADN e identificación de especie de Lactobacillus sp. 
 
Una vez obtenidos los amplicones se los selló con parafilm y se los rotuló para enviarlos a 
la empresa Functional Biosciences (Estados Unidos). Las secuencias recibidas, tanto Forward 
como Reverse, de la región 16S rRNA fueron alineadas en el programa bioinformático MEGA 
7.0 (Kumar et al, 2015) y se generó una secuencia consenso la cual fue analizada en la base de 
datos del NCBI© con la herramienta BLAST (Altschul,1990), la cual determinó la especie de 
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las bacterias enviadas a secuenciar de acuerdo al porcentaje de similitud del 16S rRNA con 
respecto a las secuencias del Gen Bank (Anexo 8). 
Con la información obtenida se procedió a realizar árboles filogenéticos para determinar la 
cercanía entre las especies a partir de secuencias reverse, forward y la combinación de ambas. 
6.10. Genotipificación del gen más variable de Lactobacillus sp 
 
Una vez que se identificó que el gen 16S rRNA fue el mismo para la cepa wildtype, mutante 
inicial y mutante final; se procedió a realizar una genotipificación del gen más variable de la 
especie de Lactobacillus encontrada. El gen más variable se seleccionó a partir de literatura y 
datos publicados en el Gen Bank. En caso de que la especie de Lactobacillus fue previamente 
estudiada, se buscó un MLST y se seleccionó uno de sus genes más variables. En caso de que 
la secuencia del gen, no haya estado descrita en el Gen Bank, se procedió a sintetizar primers 
específicos para un determinado gen. 
Una vez solicitados los primers, se procedió a realizar la extracción de ADN de la cepa de 
estudio tanto wildtype, como mutante inicial y final para realizar una PCR con dichos primers 
(Anexo 9 y 10) y se envió a secuenciar los amplicones obtenidos a la empresa Functional 
Bioscience. 
Obtenidas las secuencias del gen más variable, se alinearon en MEGA 7.0 (Kumar et 
al,2015); y se verificará si la bacteria wildtype, mutante inicial y final son la misma, es decir, 
si fueron clones (Anexo 11). 
 
6.11. Ensayo de crecimiento individual de Cepas mutantes iniciales (RR) y Cepas 
mutantes finales (RR). 
 
Con la finalidad de determinar la tasa de crecimiento y variabilidad de la misma, se 
realizaron conteos de unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias mutantes iniciales 
y finales. Para esto se cultivó a los Lactobacillus en caldo MRS en tubos independientes y se 
realizaron diluciones seriadas hasta 10-4. Para el conteo se utilizó la técnica de células vivas en 
cámara de Petroff - Hausser. Se trabajó con tres réplicas en cada dilución para aumentar el 
valor estadístico. Estos datos se procesaron en Excel para la determinación de su promedio, 




6.12. Ensayo de competencia: Cepa wildtype (RS) vs. Cepa inicial mutante (RR)  
 
Para identificar la tasa de crecimiento de cepas wildtype versus cepas iniciales, se 
realizó un conteo en placa, donde se visualizó la tasa de crecimiento de estas cepas en dos tipos 
de medio: agar MRS + rifampicina, y agar MRS sin antibiótico. De esta forma se pudo 
visualizar el diferencial de células iniciales mutantes de aquellas wildtype y así establecer el 
porcentaje de eficiencia de crecimiento en función de los dos tipos de bacterias. El ensayo se 
realizó por triplicado y en diluciones seriadas hasta 10-5. 
6.13. Ensayo de competencia: Cepa wildtype (RS) vs. Cepa inicial mutante (RR)  
 
Se realizó un conteo en placa, donde se visualizó la tasa de crecimiento de estas cepas 
en dos tipos de medio: agar MRS + rifampicina, y agar MRS sin antibiótico. De esta forma 
observar el diferencial de células iniciales mutantes de aquellas wildtype y establecer el 
porcentaje de eficiencia de crecimiento en función de los dos tipos de bacterias. El ensayo se 
realizó por triplicado y en diluciones seriadas hasta 10-5. 
 
6.14. Análisis estadístico 
 
 Una vez obtenidos los datos de crecimiento microbiano en función de los ensayos de 
competencia de células wildtype versus mutantes iniciales y finales; así como las tasas de 
crecimiento individual. Se realizó una sumatoria de los datos experimentales y se los cambio a 
logaritmos para con estos datos realizar los análisis estadísticos requeridos, considerando que 
el crecimiento bacteriano es en una base exponencial o logarítmica.  Así mismo, se trabajó solo 
con los datos contables, es decir que en las diluciones donde las colonias o células fueron 
incontables no fueron consideradas. Considerando esto, se procedió a realizar un ensayo de 
Levene Test para identificar homogeneidad de las varianzas para de esta manera realizar un 
ensayo t-student donde se identificó las diferencias significativas entre tratamientos y se 
determinó si la hipótesis nula fue aceptada o rechazada, la misma que enuncia que las medias 
de crecimiento microbiano son iguales. Se consideró un nivel de significancia del 0.05%. Para 
este análisis se utilizó el paquete estadístico RStudio (RStudio Team, 2015), que muestra 





7.1. Aislamiento e identificación de Lactobacillus sp.  
En la fase de aislamiento de Lactobacillus sp., donde se cultivó por 24h dos cajas Petri se 
pudo observar crecimiento microbiano en ambas. Sin embargo, únicamente so logró encontrar 
presencia de Lactobacillus en la caja Petri donde se realizó un hisopado directo del intestino 
del ratón. Esto se corroboró mediante pruebas bioquímicas y tinción Gram, donde se observó 
bacterias en forma de bacilos y de coloración violeta (tabla1). 
La morfología observada bajo el microscopio de bacterias sugerentes de Lactobacillus sp. 
fue de bacilos Gram positivos y se confirmó el género bacteriano con pruebas bioquímicas 
cuyos resultados fueron catalasa y oxidasa negativas. De esta manera se aislaron tres colonias 
con las características antes mencionadas luego de 24 h de incubación. Las colonias descritas 




Tabla 1. Colonias de Lactobacillus sp.aisladas. 
Cepa Tinción Gram 
Pruebas Bioquímicas Fotografía 
Aumento:   
1000X 
Catalasa Oxidasa 
A BG+ Negativo Negativo 
 
 










7.2. Obtención de cepas mutantes de Lactobacillus sp. resistentes a Rifampicina. 
Las tres cepas seleccionadas para el estudio posterior a la exposición con rifampicina (100 
µg/ml) mostraron resistencia a dicho antibiótico luego de 24h de incubación, pues se evidenció 
crecimiento de varias colonias en MRS + rifampicina (100 µg/ml). Una vez identificada la 
morfología bacteriana se criopreservaron dichas cepas mutantes. 
7.3. Ensayo de competencia: Lactobacillus sp (RR) vs. Wildtype 
A las 24 h de incubación posterior al inicio de competencia entre cepas wildtype vs. su 
correspondiente mutante resistente a rifampicina (RR), la proporción de crecimiento fue 
equivalente a 1:1. Esto se llegó a inferir dado que el número de bacterias que crecieron en MRS 
sin antibiótico fueron el doble de aquellas que crecieron en MRS con rifampicina. Por tanto, 
en el primer ensayo crecieron bacterias wildtype y mutantes; mientras que en el segundo 
únicamente aquellas resistentes a rifampicina. En la tabla 2 se describe los datos numéricos de 
colonias contadas y la dilución utilizada para cada cepa al momento de realizar la técnica de 
extensión en placa tanto en agar MRS y agar MRS+ Rifampicina. 
 
Tabla 2.  Ensayo de competencia de las tres cepas de Lactobacillus sp. aisladas 







MRS MRS+RIF MRS MRS+RIF MRS MRS+RIF 
103 inc inc 103 inc inc 103 inc inc 
104 670 318 104 533 249 104 436 226 
 









Figura 1 Cultivo por extensión en placa de dilución 104 de competencia entre bacterias wildtype y RR 
de la cepa A. . A) Cultivo en agar MRS. B) Cultivo en agar MRS + Rifampicina. 
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Figura 2. Cultivo por extensión en placa de dilución 104 de competencia entre bacterias wildtype y 
RR de la cepa B. A) Cultivo en agar MRS. B) Cultivo en agar MRS + Rifampicina. 
 











Figura 3.  Cultivo por extensión en placa de dilución 104 de competencia entre bacterias wildtype y 
RR de la cepa C. A) Cultivo en agar MRS. B) Cultivo en agar MRS + Rifampicina. 
 
7.4. Antibiogramas de cepas mutantes resistentes a rifampicina (RR). 
Se obtuvieron tres antibiogramas correspondientes a las tres cepas aisladas con 
anterioridad. Luego de 24 h de incubación no se evidenció presencia de halos de inhibición de 
crecimiento por parte del antibiótico en disco, lo cual indica que las tres cepas aisladas son 











Figura 4. Antibiogramas de la cepa A de Lactobacillus sp. aisladas, mediante la técnica Kirby-Bauer 










Figura 5. Antibiogramas de la cepa A de Lactobacillus sp. aisladas, mediante la técnica Kirby-Bauer 









Figura 6. Antibiogramas de la cepa A de Lactobacillus sp. aisladas, mediante la técnica Kirby-Bauer 




7.5. Siembra de Lactobacillus sp. mutantes resistentes a rifampicina (RR) en caldo 
MRS. 
 
Durante 150 días se realizaron pases periódicos a nuevo caldo MRS estéril, el crecimiento 
positivo de las cepas se infirió a través de turbidez en el medio de cultivo. Sin embargo, a partir 
del pase 72 empezó a existir adherencia de las cepas bacterianas a la pared del tubo de cultivo, 
dando lugar a una mayor turbidez del medio. Las pruebas semanales de confirmación de pureza 
del cultivo (tinción Gram y pruebas bioquímicas) mostraron la presencia de bacilos Gram + y 
estas fueron criopreservadas semanalmente, verificando ausencia de contaminación. 
 
7.6. Extracción de ADN de cepas aisladas Wildtype y mutantes (RR) de Lactobacillus 
sp. por DNAzol 
 
Luego de 24 horas de revivir las cepas cripreservadas se realizó el proceso de extracción 
de ADN mediante ®DNAzol. Se verificó la presencia de ADN genómico mediante la 
cuantificación del mismo en un equipo Nanodrop, en el cual se verificó una concentración de 
ADN en un rango estimado de 2,9 – 10,3 ng/µl. En cuanto a la relación 260/280 existieron 
valores entre 1,6 a 2, indicando un ADN de buena calidad. Así mismo la relación 260/230 tuvo 
valores inferiores a 1,5; lo que indicó que la extracción era útil para la realización de una 
posterior PCR (tabla 4). 
 
Tabla 3 Cuantificación de ADN total extraído de cepas de Lactobacillus sp. mediante ® DNAzol. 
Muestra Concentración (ng/µl) 260/280 260/230 
A (Wildtype) 5,1 1,68 1,47 
B (Wildtype) 3,1 1,63 1,23 
C (Wildtype) 10,3 1,89 1,33 
A (RR inicial) 3,7 1,95 1,42 
B (RR inicial) 5,00 1,98 1,34 
C(RR inicial) 11,4 1,98 1,47 
A (RR final) 3,6 2,00 1,42 
B (RR final) 3,3 1,88 1,44 
C (RR final) 2,9 1,63 1,38 
 
7.7. Amplificación de región del gen 16S rRNA mediante la técnica molecular PCR 
 
Se amplificó una región específica del gen 16S rRNA mediante primers universales para 
16S rRNA primers EubB (27F) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG y (1492R) 
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GGTTACCTTGTTACGACTT). Los productos amplificados se los observó al utilizar 
electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se visualizó un fragmento de peso molecular de 
aproximadamente 1490 pb (Figura 10). Se descartó amplificaciones inespecíficas, pues el 
control positivo amplificó correctamente y en el control negativo no se evidenció ningún 
producto que demuestre contaminación. 
 
  
Figura 7. Amplificación de la región del gen 16S rRNA. Gel de Electroforesis al 1,5% de agarosa 
de amplificación de región del gen 16S rRNA. L: (Ladder de 100 pb INVITROGEN ©), Cepas de 
Lactobacillus sp.: A, B, C, (Wildtype, R. Inicial, R. final), C+: Control positivo de Salmonella sp. y 
C- control negativo. Tamaño del amplicón ~1490. 
 
 
7.8. Identificación de especie de Lactobacillus sp. a partir del secuenciamiento del 
producto de PCR de la región del gen 16S rRNA. 
 
Los productos de PCR (amplicones) se envió a secuenciar a la empresa Functional 
Biosciences (Estados Unidos). Una vez obtenidas las secuencias de interés, estas fueron 
alineadas en el programa bioinformático MEGA 7.0 (Kumar et al, 2015) y se generó una 
secuencia consenso la cual fue analizada en la base de datos del NCBI© con la herramienta 
BLAST (Altschul,1990) y de esta manera se determinó el género y la especie específica de 




Tabla 4. Especies identificadas de las cepas de Lactobacillus sp. aisladas mediante el 
alineamiento de región del gen 16S rRNA. 
 
Al obtener los resultados de la tabla 5, se decidió trabajar con las bacterias correspondientes 
a la cepa B, pues estas fueron las únicas que pertenecían a la misma especie  (L. johnsonii), 
después de todo el procedimiento realizado. Las otras cepas (A y C), se descartaron del estudio.  
 
7.9.  Genotipificación del gen más variable de Lactobacillus johnsonii. 
 
Al realizar una búsqueda bibliográfica del gen más variable de L. johnsonii, se verificó que 
no existe información de un MSLT de L. johnsonii en el Gen Bank. Sin embargo, según 
Buhnik-Rosenblau,K y colaboradores; indican que el gen más variable de L. johnsonii es 
LJ0648. Para la genotipificación de este gen se sintetizó primers específicos con la finalidad de 
amplificar la región correspondiente al gen LJ0648. Los primers utilizados fueron: primer F (TAA 
TGC CAA TCT TTG AAC TG) y primer R (GGA TGC ACT AGA TAA AGA). Al utilizar estos 
primers para realizar PCR y amplificar el gen de interés, se obtuvo productos de aproximadamente 
522 pb, tamaño del gen LJ0648 (Figura 11). Los amplicones obtenidos se enviaron a secuenciar a 
Functional Biosciences (Estados Unidos).  
Una vez obtenidas las secuencias de la amplificación, se procedió a alinearlas en Mega 7.0 
(Kumar et al, 2015) y observar si estas secuencias eran iguales y no poseían diferencias. Al alinear, 
todas las muestras enviadas a secuenciar fueron homologas en su totalidad, por lo cual se identificó 
que la Cepa B; correspondiente a las tres muestras de Lactobacillus johnsonii eran posibles clones; 




Figura 8. Amplificación del gen LJ0648. Gel de Electroforesis al 1,5% de agarosa de amplificación 
de región del gen LJ0648.L: (Ladder de 100 pb INVITROGEN ©), Cepas de Lactobacillus 
johnsonii.: Wildtype, R. Inicial, R. final, C+: Control positivo y C-: Control negativo. Tamaño del 
amplicón ~522 pb 
 
7.10. Ensayo de crecimiento de Cepa inicial RR. y Cepa final RR. 
 
Al contabilizar el número de células (UFC/ml) en una cámara Petroff Hauser, se obtuvo 
valores numéricos por triplicado de cuatro distintas diluciones (Tabla 6). Estos valores se 
utilizaron para realizar un test de Levene y T-student. Al realizar la prueba de Levene, se 
obtuvo un valor P de 0.1781, el cual no rechaza la hipótesis nula y demuestra que tanto la 
varianza de la cepa inicial RR como la varianza de la cepa final RR son homogéneas (Anexo 
12), esto indica que se cumplió el parámetro para realizar el siguiente test (t-student). Al aplicar 
el t-student test, se verificó que la hipótesis nula (HO) se rechaza; ya que el valor P es menor a 
0,05; pues P posee un valor de 1.409e-06, lo cual es significativo para este ensayo y demuestra 
que la cepa inicial posee una media de crecimiento diferente a la cepa final (Anexo 13). En 
otras palabras al rechazar la hipótesis nula, que dice que las medias son iguales, se comprueba 
estadísticamente que las cepas crecen a una tasa de UFC/ml diferente. Así mismo, al observar 
la figura 6,corresponiente a un box plot del ensayo realizado, se verifica que el último cuartil 
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de cepa Inicial RR, no alcanza al primer cuartil de la cepa final RR, pues esta posee un 
crecimiento mayor, lo cual también se verifica en la diferente mediana de cada cepa al 
visualizar el Box blot (figura 6). 
 
Tabla 5.  Conteo de Lactobacillus johnsonii en Cámara Petroff Hauser de la Cepa Inicial RR 
y Cepa Final RR. 
 
 
Al obtener los datos númericos del conteo de cepas Iniciales RR y finales de RR, se 
realizó las respectivas sumatorias de las replicas y se obtuvo datos numéricos en unidades de 
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UFC/ml. Además se calculó el logarítmo de estos valores para identiicar mediante una escala 
logarítmica el crecimiento de las dos cepas, como se observa en la tabla 7. 
 




Figura 9. Box plot de crecimiento logarítmico (ufc/ml) de Cepa inicial y final RR. 
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7.11. Ensayo de Competencia de Cepa wildtype versus Cepa Inicial RR. 
 
Con la finalidad de observar la diferencia en cuanto a la tasa de crecimiento de cepas 
wildtype versus Cepas iniciales RR, se procedió a observar los resultados en dos cajas petri 
con agar MRS (una sin antibiótico y la otra bajo una concentración de100 µg/ml rifampicina). 
Los resultados se observaron a las 24 horas de incubación y se realizó en conteo de UFC en 
cada caja. Los datos obtenidos del conteo se aplicaron para los análisis estadísticos, 
considerando que en la caja que no poseía antibiótico teníamos crecimiento de las dos cepas y 
en la caja con antibiótico solo presencia de la cepa resistente, por lo cual fue necesario 
considerar esta diferencia de colonias y obtener el número de UFC/ml de ambas cepas. Los 
resultados obtenidos de forma numérica fueron sometidos a una prueba de Levene (varianzas 
homogéneas) para verificar si las varianzas de los datos de ambas cepas son homogéneas en el 
presente estudio y de esta manera aplicar una prueba T-student que indique la diferencia de las 
medias de crecimiento bacteriano de Lactobacillus johnsonii. 
 
Los resultados obtenidos en la prueba de Levene en el programa Rstudio se encuentran 
descritos en el Anexo 12. En este se observa que el valor P posee un valor de 0,9426; lo que 
indica que la hipótesis nula, la cual menciona que las varianzas son homogéneas, no se rechaza, 
siendo estas iguales. Una vez que se identificó que las varianzas fueron iguales, se procedió a 
la realización de una prueba  T-student en el programa Rstudio. En cuanto a esta prueba y 
según se observa en el Anexo 13, el valor P es de 0.5827; lo cual indica que las medias son 
iguales, considerando un valor de significancia de 0,05. Estos resultados demuestran que tanto 
la cepa wildtype como la cepa Inicial RR, poseen la misma tasa de crecimiento, como se 
observa en la figura 7. Así mismo, en dicha figura, correspondiente a un box plot del presente 
ensayo, se observa que tanto el cuartil inicial como el final de la cepa wildtype son valores que 
se solapan con los valores de los cuartiles de la cepa inicial RR, por lo cual no existe diferencia 
ni un mayor o menor crecimiento por parte de ninguna de las dos cepas.
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Tabla 7. Conteo de colonias de la competencia de Lactobacillus johnsonii (Cepa Wildtype versus 
Cepa Inicial RR) en caja petri con MRS y MRS con rifampicina. 
 
 
Tabla 8. UFC/ml y cambio logarítmico del conteo en placa petri Lactobacillus johnsonii, cepa 




















Figura 10. Box plot de crecimiento logarítmico (ufc/ml) de Cepa Wildtype versus Cepa Inicial RR.
	
7.12. Ensayo de Competencia de Cepa wildtype versus Cepa Final RR. 
Al analizar los datos obtenidos de la competencia en medio MRS de la cepa wildtype versus 
la cepa final RR, se observó crecimiento en tanto la caja petri con antibiótico y la caja petri sin 
antibiótico.  
Al realizar el respectivo conteo de UFC de cada caja y considerando la diferencia de 
colonias que crecen en los distintos medios, se procedió a evaluar los datos en el programa 
estadístico Rstudio. 
En la prueba de Levene (varianzas homogéneas), se obtuvo un valor P de 1, valor mayor a 
0,05; lo cual no rechaza la hipótesis nula que indica que las varianzas son homogéneas (Anexo 
12). Una vez analizada la prueba de Levene, se realizó la prueba T-student, para analizar las 
medias del crecimiento de Lactobacillus johnsonii. Al analizar los resultados de la prueba T-
student, se obtuvo un valor P de 8.94e-05, el cual sirve como indicador para rechazar la 
hipótesis nula, que indica que las medias son iguales; considerando una significancia de 
0,05(Anexo13). Es decir, que en el presente caso la cepa wildtype crece a una tasa diferente a 
la cepa final RR. La figura 13, muestra la diferencia de crecimiento de las dos cepas y se 
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observa una diferencia considerable, pues el cuartil final de la cepa wildtype no se aproxima ni 
solapa al cuartil inicial de la cepa final RR.  
 
Tabla 9. Conteo de colonias de la competencia de Lactobacillus johnsonii (Cepa Wildtype versus 




Tabla 10.  UFC/ml y cambio logarítmico del conteo en placa petri Lactobacillus johnsonii, 




















Figura 11 Box plot de crecimiento logarítmico (ufc/ml) de Cepa Wildtype versus Cepa Final RR. 
	
8. DISCUSIÓN  
8.1. Aislamiento e Identificación de Lactobacillus sp. 
 Se consideró utilizar cepas de Lactobacillus sp. Intestinales de ratón CD-1, para identificar 
la capacidad de adaptación de dichas bacterias a medios artificiales. Con la finalidad de obtener 
las cepas iniciales de trabajo en el presente estudio, se propuso utilizar un ratón de laboratorio, 
CD-1.  Esta cepa de ratón, al ser pequeña, es de sencilla manipulación y disección, por lo cual 
se procedió a utilizar este tipo de modelo de animal para la extracción de una porción intestinal 
y por ende las cepas necesarias para el estudio. 
 Al obtener los resultados principales del aislamiento se verificó que fue eficiente obtener 
cepas puras de Lactobacillus sp. al realizar el hisopado directo del intestino, a diferencia del 
hisopado del caldo donde se colocó al trozo de intestino del ratón CD-1. Se identificó más 
colonias con características similares a las de Lactobacillus sp. en el medio a partir de  hisopado 
intestinal y con estas cepas aisladas se logró trabajar durante todo el proyecto de titulación. 
Es importante mencionar que las pruebas bioquímicas en este paso fueron de gran utilidad 
para descartar cualquier cepa no congruente a Lactobacillus sp. y que genere disconformidades 
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a lo largo del proyecto. Las pruebas bioquímicas realizadas solo fueron catalasa y oxidasa 
debido a que son pruebas confirmatorias y las principales para identificar un género bacteriano, 
además de la tinción Gram en la cual se verifica la morfología bacteriana y se puede realizar 
una clasificación por medio de microbiología clásica (Holzapfel y Wood, 2014). 
 
8.2. Obtención de cepas mutantes de Lactobacillus sp. resistentes a Rifampicina 
 
La obtención de cepas mutantes fue un proceso de selección, que contribuyo y facilitó el 
desarrollo del estudio. El seleccionar bacterias resistentes a un antibiótico sirve como marcador 
para identificar a lo largo del estudio su viabilidad de crecimiento. En cuanto a los resultados 
obtenidos se comprobó que fue suficiente utilizar la concentración de 100 ug/ml de rifampicina 
para seleccionar mutantes y a su vez para utilizar esta concentración como base para todo el 
desarrollo del proyecto. Se obtuvo resultados satisfactorios al utilizar esta concentración de 
rifampicina antes mencionada; sin embargo, hubo casos en los que no se observó resultados de 
colonias bacterianas al estar presente el antibiótico en el medio, lo cual indica que este es un 
factor de selección ambiental para las bacterias (Sorriano, 2017).  
 
8.3. Ensayo de competencia 
 Así mismo, al seleccionar las cepas resistentes a rifampicina, a partir de las cepas 
aisladas previamente del intestino del ratón CD-1, con la finalidad de verificar que la viabilidad  
tanto de la cepa mutante como la cepa wildtype se procedió a colocarlas en medio artificial 
(caldo MRS) en una misma concentración, basada en un Mc Farland de 0.5 y se pudo observar 
mediante los resultados una relación de crecimiento 1:1. Esto demostró que ambas cepas 
bacterianas crecieron en una misma proporción y que a pesar de que una de las cepas poseía 
resistencia al antibiótico rifampicina no perdió ninguna habilidad de crecimiento y se mantenía 
viable en el tiempo como la cepa madre de la cuál fue aislada; es decir la cepa wildtype del 
intestino del ratón CD-1. 
 
8.4. Antibiogramas 
 Al realizar los antibiogramas para corroborar la resistencia de las cepas del estudio se utilizó 
Muller Hinton, sin embargo, este medio después de 24 horas no tuvo crecimiento alguno en 
ningún lugar de toda la caja petri, por lo cual se propuso realizar un antibiograma en un medio 
Agar Sangre. A las 24 horas no se observó ningún crecimiento en la caja petri con Agar sangre. 
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Esto fue un caso bastante singular, ya que generalmente las bacterias crecen con facilidad en 
estos medios enriquecidos; sin embargo, las cepas aisladas no crecieron en estos medios, por 
lo que se propuso realizar los antibiogramas en medios de Agar MRS. A las 24 horas de cultivo 
del antibiograma en el medio Agar MRS se observaron resultados satisfactorios, pues las cepas 
asiladas y sembradas en dichas cajas no presentaron sensibilidad al disco de rifampicina al 
contrario crecieron en toda la caja y sin ningún tipo de contaminación.  
 Este caso particular, se debe en general a los nutrientes y el pH al que los Lactobacillus 
sp. crecen. El agar Müller-Hinton para utilizarlo en antibiogramas de Lactobacillus sp. debe 
poseer un enriquecimiento extra y su pH debe ser ácido. Así mismo, no se obtuvo resultados 
al utilizar agar sangre, pues este no se encontraba en un pH óptimo para el crecimiento de 
Lactobacillus sp. y a su vez requería una concentración de sangre de 5% (Jiménez et al, 
2017).Considerando estos aspectos antes mencionados de los medios utilizados para los 
antibiogramas, es factible realizar antibiogramas de Lactobacillus sp. en medio MRS, pues los 
resultados son visibles a las 24 horas y este género bacteriano crece con mayor facilidad gracias 
a las características del Agar MRS. 
 
8.5. Siembra de Lactobacillus sp. en medio artificial MRS. 
 Las cepas de Lactobacillus sp. resistentes a rifampicina fueron utilizadas para durante el 
transcurso de 150 días, ser cultivados diariamente en medio estéril (pases diarios) con la 
finalidad de mantener a la cepa en una fase exponencial y de esta manera evidenciar cambios 
en cuanto a su adaptación. Este es uno de los pasos más relevantes del estudio pues durante 
este tiempo se controló que los medios para cada pase sean totalmente estériles y no exista 
contaminación. Así mismo, se comprobó que las cepas crezcan con facilidad cada 24 horas y 
a su vez que estas mantengan su resistencia al antibiótico (Rifampicina), sin estar en un medio 
que contenga el mismo. 
Cada semana fue necesario realizar tinción Gram y pruebas bioquímicas confirmatorias 
para identificar que no exista contaminación y que las cepas sean las mismas cada semana. Así 
mismo, se congeló en -80°Ccomo respaldo en caso de pérdida de cepas o contaminación. Sin 
embargo, fue necesario describir cambios fenotípicos que eran observables en cuanto al medio 
(caldo MRS), pues las cepas en un determinado número de pases (día 72) generaban mayor 
turbidez. Esta turbidez está relacionada estrictamente con el crecimiento bacteriano (Escobar 
et al, 2010), por lo cual se podía inferir que estas bacterias que llevaban 72 crecían exitosamente 
43 
 
en este medio y estaban más adaptadas que en un inicio durante los primeros pases, donde la 
turbidez del medio era mínima en comparación a la obtenida a partir del pase 50. 
 
Estos resultados de adaptabilidad se produjeron debido al tiempo que estas cepas estaban 
en continua fase exponencial y en el mismo medio artificial. Así mismo, se debe considerar 
que estas bacterias no poseían competencia de ningún tipo al estar en un medio con suficientes 
nutrientes, bajo condiciones óptimas y sin otros microorganismos (Escobar et al, 2010). Es por 
esto, que los pases in vitro realizados permitieron un alto crecimiento y desarrollo de las cepas 
en un determinado tiempo. 
 
8.6.  Extracción de ADN con DNAzol. 
 Al finalizar los pases se realizó la extracción de ADN de las cepas mediante un protocolo 
para el uso de DNAzol, el cual incluía como diluyente final del ADN, el compuesto NaOH. 
Sin embargo, este compuesto muchas ocasiones puede ser reemplazado con agua de PCR, ya 
que al realizar un ensayo de PCR con NaOH, no se obtuvieron bandas en el gel de agarosa. 
Esto puede deberse a la concentración del compuesto o a su vez la cantidad utilizada 
(Osmundson et al, 2013). Al utilizar agua de PCR en lugar del otro compuesto, hubo la 
presencia de bandas en el gel de agarosa después de haber realizado una correcta PCR y 
electroforesis. Sin embargo, fue necesario establecer en el protocolo que para una mejor 
extracción de ADN de las cepas se requiere que las mismas estén en una fase logarítmica por 
lo cual se estableció como factor de importancia dentro del protocolo para que los resultados 
reflejen la banda de interés.  
8.7. Identificación molecular de cepas de Lactobacillus sp. 
Para identificar que las cepas sean del mismo género y especie se realizó un análisis de una 
región específica del gen 16S rRNA, utilizando los primers EubB (27F) y 1492R. Al secuenciar 
los amplicones obtenidos del PCR realizado, se identificó el género y especie de cada cepa del 
estudio y al observar los resultados se descartó el uso de la cepa A y C, pues estas presentaban 
diferentes especies bacterianas entre sí. 
 
Es decir, en el caso de la cepa A se observó que la cepa wildtype fue L. johnsonii; mientras 
que las cepas aisladas de esta misma, que deben seguir manteniéndose como L. johnsonii, al 
alinear sus secuencias se obtuvo que eran L. murinus. Así mismo, en el caso de la cepa C, la 
44 
 
cepa wildtype que se pensaba desde un inicio era Lactobacillus, al analizar los alineamientos 
de la región del gen 16 S rRNA se demostró que se trataba de B. cereus. Al analizar estos 
resultados, se descartó el uso de estas cepas para la continuación del proyecto pues al no 
coincidir entre ellas no se podía evidenciar cambios evolutivos, pues las cepas debían ser 
clonales. Estos resultados no satisfactorios, se debieron a una mala manipulación de las cepas 
durante los pases, una posible contaminación durante los pases y por último haber seleccionado 
al azar una colonia que no se encontraba totalmente aislada y en la cual había presencia de dos 
especies diferentes de Lactobacillus sp., que después fueron adaptándose hasta que una de ellas 
dominó el medio de cultivo. Estas son las posibles causas de los resultados con respecto a las 
cepas A y C.  
 
En este punto del estudio, se trabajó solo con la cepa B correspondiente a Lactobacillus 
johnsonii tanto la cepa wildtype, como las cepas resistentes a rifampicina iniciales y finales, ya 
que era la candidata más apta para cumplir con el objetivo del estudio y verificar evolución y 
adaptabilidad bacteriana en tiempo real. 
 
8.8.  Genotipificación del gen LJ0648 
 
Con la finalidad de identificar la clonalidad de las cepas del estudio, en este caso L. 
johnsonii, se procedió a analizar el gen más variable de esta especie en particular, basado en el 
MLST de este microorganismo; sin embargo, no existe disponible ningún MLST de la presente 
cepa, por lo cual se realizó una búsqueda bibliográfica de otros estudios relacionados. Según 
la literatura encontrada de Buhnik-Rosenblau, K y colaboradores el gen LJ0648 es uno de los 
más variables en la especie de Lactobacillus johnsonii. Al identificar este gen, se procedió a 
sintetizar primers específicos para este gen e identificar mediante PCR, electroforesis y 
secuenciamiento si este gen era homogéneo en todas las cepas de Lactobacillus johnsonii. Al 
analizar las secuencias se evidenció homología en cuanto a las secuencias de las tres cepas 
(wildtype, inicial RR y final RR), por lo cual se piensa estas son la misma cepa y por lo tanto 
se evaluó su tasa de crecimiento y como esta ha cambiado en el tiempo y cambiando su nicho 
intestinal a un nicho en un medio artificial. 
 
8.9. Análisis de crecimiento 
 Al analizar el crecimiento bacteriano de Lactobacillus johnsonii, se identificó diferencias 
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entre las tres generaciones obtenidas (wildtype, inicial RR y final RR), pues estas cepas no 
estaban bajo las mismas condiciones ambientales. La diferencia fue contable y gracias a los 
valores obtenidos del conteo de UFC/ml de cada una de las generaciones se demostró que al 
someter a los Lactobacillus johnsonii a crecimiento en un medio artificial, a lo largo del tiempo 
(150 días), la cepa final RR, obtuvo una capacidad de crecimiento mucho más eficiente a 
diferencia de las otras dos cepas que son aisladas de intestino de ratón, sin pasar por todo el 
proceso de pases en medios artificiales, lo cual la limita a dichas condiciones de novo. Esta 
cepa que se mantuvo durante 150 pases diarios en medio artificial y se adaptó en este tiempo 
para crecer con mayor agilidad y eficiencia gracias a las propiedades en la cual se encontraba. 
Estos resultados obtenidos demuestran que las bacterias tienen un corto tiempo para adaptarse 
a un nuevo ambiente, un nuevo nicho, dependiendo de las características ambientales a las 
cuales estén sometidas.  
 Por otro lado, el hecho de no tener competencia en el medio artificial y que estos 
microorganismos posean los nutrientes como también temperatura óptima y necesaria, agilita 
su adaptación y hace de este un ambiente óptimo para su desarrollo.  El nuevo ambiente al cuál 
la cepa final RR se adaptó presentaba características óptimas para el microorganismo como 
también al no tener competencia alguna ni dificultad de crecimiento por factores intrínsecos, 
se puede inferir que la batería pasó por varios cambios a nivel genómico para adaptarse a este 
nuevo ambiente. Sin embargo, las cepas que fueron directamente extraídas del intestino 
(wildtype) y las derivadas de esta sin haber sido sometidas a pases diarios (iniciales RR) si bien 
es cierto poseen una deficiente tasa de crecimiento en medio artificial en relación a la cepa 
final RR, estás presentan habilidad de crecimiento en el intestino, de donde fueron aisladas. Se 
debe considerar que los microrganismos, como las bacterias ácido lácticas, que habitan en el 
intestino, un lugar hostil y de alta competitividad, invierten un alto costo energético en la 
adquisición de ADN extracromosómico (plásmidos), como también para la activación de genes 
necesarios que contribuyen a su supervivencia y viabilidad en dichos ambientes. Debido a esto, 
se puede inferir que uno de los posibles cambios que ocurrieron en los Lactobacillus johnsonii 
(cepa final RR), tiene que ver con el innecesario gasto energético que representa poseer 
plásmidos dentro de su citoplasma, por lo cual al no tener ninguna necesidad de seguir 
manteniendo este ADN extracromosómico, las bacterias optan por deshacerse de él y ahorrar 
energía para otros procesos metabólicos necesarios e incrementar su tasa de crecimiento. Así 
mismo, se presume que a al trascurrir un tiempo extenso de pases en medio artificial, existe la 
probabilidad de que ciertos genes de Lactobacillus johnsonii se inactiven o a su vez sean 
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innecesarios para la bacteria en un medio optimo por lo cual la bacteria los elimine de su 
genoma.  
Al considerar los aspectos antes mencionados se puede asociar a las cepas wildtype de 
Lactobacillus johnsonii, como microorganismos generalistas, ya que estos gracias a la 
adquisición de plásmidos tienen la capacidad de sobrevivir en diversos ambientes y tolerar 
cambios intrínsecos extremos. Por otro lado, la cepa final RR de Lactobacillus johnsonii, se la 
puede considerar como microorganismos especialistas, pues estos solo pueden ser viables en 
condiciones óptimas y concretas. De esta manera se puede inferir que las bacterias al ocupar 
un nuevo nicho pasan a ser un nuevo ecotipo de bacteria y esto las hace hábiles en crecer en 
ciertos ambientes específicos pero débiles e ineficientes para crecer en otros donde existe 
mayor competencia y ambientes de mayor hostilidad. 
 
9. CONCLUSIONES 
• Se aisló 3 cepas de Lactobacillus sp. en medio MRS, a partir de un centímetro de 
intestino delgado de ratón CD-1. 
• Se seleccionó mutantes a rifampicina de las tres cepas aisladas. 
• Se mantuvo en fase logarítmica por 150 pases diarios a las tres cepas de Lactobacillus 
sp. mutantes iniciales resistentes a rifampicina. 
• Se extrajo ADN genómico con DNAzol, donde se obtuvo concentraciones de 1,6 a 2 
ng/µl, valores óptimos para posteriores análisis moleculares.   
• Se amplificó la región del gen 16S rRNA, mediante primers específicos, se realizó  PCR 
y se envió a secuenciar la región del gen 16S rRNA de los aislados para identificar las 
especies de las cepas aisladas de Lactobacillus sp. 
• Se continuó el estudio con las cepas correspondientes a Lactobacillus johnsonii y se 
seleccionó el gen más variable de dicha cepa. 
• Se verificó que la secuencia del gen LJ0648 (gen más variable) de la cepa wildtype, 
como de la cepa inicial RR y cepa final RR, correspondientes a Lactobacillus johnsonii 
son homologas entre sí, demostrando que son posibles clones 
• La cepa wildtype de Lactobacillus johnsonii posee la misma tasa de crecimiento que la 
cepa inicial RR de Lactobacillus johnsonii, pues ambas no estuvieron por varios días 
47 
 
en medio artificial y estas poseen adaptación a nichos intestinales de donde fueron 
aisladas. 
• La cepa final RR de Lactobacillus johnsonii, posee una alta tasa de crecimiento en 
relación a la cepa wildtype y a la cepa inicial RR de Lactobacillus johnsonii, a pesar de 
que su nicho inicial fue el intestino delgado del ratón CD-1, como las cepas 
mencionadas; la cepa final RR, después de estar en constantes pases durante 150 días 
presentó adaptación a un nuevo nicho (medio MRS artificial), dando lugar así a un 
nuevo ecotipo de Lactobacillus johnsonii. 
• Se demostró que los microrganismos como Lactobacillus johnsonii, bacterias de la 
flora intestinal por excelencia, poseen la capacidad de adaptarse a nuevos nichos en un 
tiempo considerable y condiciones óptimas; aun siendo este un medio artificial. 
• Se demostró la diferencia de viabilidad de las bacterias al enfrentarse a nuevos nichos 
a los cuales no están adaptadas y cómo influye la competencia y la hostilidad del 
ambiente en el que se encuentren.  
• En conclusión, este proyecto, identificó los cambios evolutivos a nivel genotípico y 
fenotípico de Lactobacillus johnsonii en medio artificial, lo cual tiene relevancia a nivel 
de organismos probióticos, los cuales dicen tener la capacidad de colonizar nichos 




• Se recomienda seleccionar mayor número de cepas de Lactobacillus sp. para 
posteriores estudios. 
• S debería considerar incrementar número de pases, con la finalidad de investigar más 
cambios evolutivos a nivel genotípico y fenotípico. 
• Se recomienda utilizar otro tipo de medio artificial para analizar el crecimiento de 
Lactobacillus sp. 
• Se debería realizar un análisis del gen 16S rRNA, antes de empezar los pases, durante 
la mitad de los pases y al concluir los pases diarios con la finalidad de evitar posibles 
contaminaciones y mantener resultados viables en cuanto al número de cepas. 
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• Con la finalidad de corroborar que las cepas aisladas sean 100% la misma, es decir 
clones, se recomienda evaluar varios genes, de preferencia los más variables, mediante 
un MLST, para continuar con investigaciones in vivo. 
• Se recomienda realizar posteriores ensayos in vivo en ratones CD-1 para corroborar la 
adaptación de Lactobacillus sp. a nuevos nichos (medios artificiales) y evaluar la 
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Anexo  1. Preparación de Caldo MRS. 
 
Agua destilada 1000ml 
MRS Broth 55g	
 




Anexo 2.  Preparación de Agar MRS. 
 
 
Agua destilada 1000ml 
MRS Agar 70 g 
 




Anexo  3. Tinción Gram 
 
Reactivos Tiempo 
1.- Cristal violeta 1 minuto 
2.- Lugol 1 minuto 
3.- Alcohol cetona 10 segundos 
4.- Safranina 30 segundos 
 
 




Anexo 4. Preparación de Solución Stock de Rifampicina. 
 
1.- Disolver 0,1 g de Rifampicina en 2 ml de metanol y agitar en un vortex hasta disolver 
todo el contenido.  
2.- Añadir 5 gotas de 10N NaOH con una pipeta Pasteur y agitar la mezcla. 
3.- Añadir 2 ml de esta solución a un litro de agar o caldo. De esta manera se contiene una 




Anexo 5 . Protocolo de Extracción con DNAzol 
 
1.- Cultivar cada una de las cepas bacterianas en caldo nutritivo por 24 horas a 37°C. 
2.- Tomar 1.5 ml en un microtubo eppendorff, las bacterias deben estar en fase logarítmica   y 
centrifugar para eliminar el caldo nutritivo a 13200 rpm por 5 min. 
3.-Eliminar el caldo de cultivo y conservar el pellet. Realizar dos lavado del pellet con 1000 µl 
de PBS 1x, centrifugar 14000 rpm por 5 minutos. 
4.- Eliminar el PBS del segundo lavado y suspender el pellet en el volumen que queda en el 
microtubo eppendorf con la ayuda de un vortex. 
5.- Adicionar 500 µl de DNAzol voltear muy despacio para lisar las células y liberar el ADN 
sin dañarlo (de una a dos veces). 
6.- Adicionar un volumen de 500 µl de alcohol al 100% e invertir los tubos. Dejar reposar por 
3 minutos. (es mejor si el alcohol está en la congeladora del área de extracción de ADN, los 3 
min de reposo deben ser de preferencia en la congeladora, el frío permite una mejor 
precipitación del ADN). 
7.- Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante (botar el sobrenadante 
en el frasco especial para eliminar guanidina). 
8.-Realizar dos lavados, agitando lentamente, con 1000 µl etanol al 75% (Igual frío a 
20°C).Tener cuidado de no romper el pellet de ADN. Centrifugar 10000 rpm por 5 minutos y 
descartar el sobrenadante. 
9.- Dejar secar el pellet por 15 a 30 minutos en la incubadora a 37°C o a temperatura ambiente 
por una hora hasta que el pellet este totalmente seco (El etanol es inhibidor de PCR). 
10.- Suspender en 300 µl de Agua PCR. 
 
                                       Anexo 6. Protocolo para PCR de 16S rRNA. 













Anexo  7. Programa de PCR utilizado para la amplificación de región 16S rRNA en Bacterias. 
Programa	 T°	 Tiempo	 Ciclos	
Denaturalización 
Inicial	
94 °C	 4 minutos	
30	




Polimerización	 72 °C	 2 minutos	
Extensión Final	 72 °C	 8 minutos	
Reposo	 20 °C	 ∞	
 
 
Anexo  8. Secuencias en formato FASTA de la región del gen 16S rRNA  de las cepas de 
Lactobacillus sp. aisladas. 
 
 
Cepas Secuencias  


























































































































































































































































































































































































































Anexo 9. Protocolo para PCR de gen LJ0648. 
Reactivos	 Volumen para 1X	
Buffer 	 5µl	
MgCl2 (1,5 mM)	 1,5µl	
dNTPs(0,2mM)	 0,5µl	
Primer F(0,4 µM)	 1µl	
Primer R(0,4 µM)	 1µl	





Anexo 10. Programa de PCR utilizado para la amplificación del gen LJ0648 en Lactobacillus 
johnsonii. 
Programa	 T°	 Tiempo	 Ciclos	
Denaturalización 
Inicial	
95 °C	 3 minutos	
30	
Denaturalización	 95 °C	 1 minutos	
Hibridación	 50°C	 30 segundos 
62 
 
Polimerización	 72 °C	 90 segundos	
Extensión Final	 72 °C	 10 minutos	
Reposo	 12 °C	 ∞	
 
 
Anexo 11. Secuencias en formato FASTA del gen LJ0648 de las cepas de Lactobacillus 
johnsonii. 
 
Cepas Secuencias  






































































Anexo 12. Resultados de parámetros de la prueba de Levene. 
 
                        Levene Test 
Parámetros Cepas 
Wildtype vs. Inicial RR Wildtype vs. Inicial RR Inicial RR vs Final RR 
Grados de 
Libertad 
10 10 20 
F 0.0055 0 1.9483 
P 0.9426 1 0.1781 
 
 
Anexo 13. Resultados de parámetros de la prueba T-student. 
 
                        T-student 
Parámetros Cepas 
Wildtype vs. Inicial RR Wildtype vs. Inicial RR Inicial RR vs Final RR 
Grados de 
Libertad 
10 10 20 
t -0.5678 6.2973 6.7626 
P 0.5827 8.94e-05 1.409e-06 
 
 
 
